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D RUCKBE HANDLUN G S VERFAHREN 



VON ZELLEN 



Di e Erfindung b-trlfft ein verrabren ,0, Ver.ndernng d. 

JschUcben oder tieriscben zeUen encoder «— » 

von in oder nit den Zellan vorliegenden „ikroorganzsn,en oder 

Prionen, duroh Hochdruckbehandlung. 

Die *„».ndo„g der Hochdrocktecbnologie i. Druckbereich von 100 
„.„ Pascal (MPs) bis 1000 »?a gavinnt in de 

Lebensmitteltechnologie seit eimgan Jahren a 
Bedeutnng. Ore industries Verwendnng dieser Technology 
"Jcnnng von bebens.itteln basiert au f der HdoUcn ea 
ei „e maktiviarung von Mi kroorganis,.en zo erzielen ohne OS 

di e G esch„scks,ualit a t vieler beb.ndelter 

wesenUich zu beeintr.chtigen. zwei grundlegende Pranzzpzen 

liegen der Hochdrucktechnologie zu Grande: 

D as Prinzip von u Cnacelier bildet die .zchtigste Grondlage 
„ Verst.ndnis druc.indnaie.cer EinfiOsse ear" chemische Reak- 
ti onen. Dieses Prinzip basagz. dan unter Gleicbge^cbtsbedan 
,»„,en Peaktionen, die .it einer Voi™e„abna« geroppeK 
11 dnrch Drock gefbrdert warden. Te„peratur and Drock - 
ei„ fl os,en die Kinetik cbe„iscber Reaktion.n. 
di e Andernng das cbe.iscKen Potentials der bet.zlzgten Sab 
stanzen. For die Lege das Gleicbge-icbtes isz die Pnderung des 
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„Lte *. b.ngt 1. der Sndarung des ^ivi*™^ 
Mv ., „«-.. Die caso„»indig*ait, k onstan« nimmt ... « 

as Livierungsvo^an — " zToZ»Z° 

k ahrt. Dies, beiden «-^»^ " *>" C1 " ChUn9 

(2.1) und (2.2) dargestellt. 

-RndhkJdF^'hV (2-2) 

Das s»eite grundlegende PtinsiP U« - '""f ^"f^ 
bes agt, da* Drue* .Ulcl-Bl, und unverzOglich auf einen K„ 
pT r u nd au £ -» mnere eines KOrpe.s .!,«. Sonut »' *« 
Diuckaufbau unabhangig von der Zeit. 

Der „ ydr ost,tiscbe Drue, wird .it Half. — «~ in 
a J geeioneten Stahizylinder erseugt. Die 

Li- D„c*s t«< ainan de.inierten er or- 

t keine sus.tsHcne EnePgie. ante, Dsuc* «*> 

• w rincnorhaften von Wasser, wie z.B. 
nhvsikalische und chemische Eigenschalten vo 

^nendissosiation, pH-Wert gnd da, Scb.eUpunU von 
E 5 Ha^iakulara Ko„ £ o™ationsande t un,e„, struXtupveiande- 
r ngen von zeU„e„ *- KsistaUisierungsver- 
„ geben 1« einer vo^enabnab*. einber and -erden 
blsobieunigt. Durcb Kocbd— ndiung ■*»»». , e 
v . r sobiedene En^e in.Uiviert -den (ATPasen von M roorg 
ni s B e„, myosin- und Myosin ATPasen U £ ,. d . 
ter seits to-n nsb.su basoresistente En^a vor 

e , Peroxidase, , dia ib« -tar " " 

^ sobungsaKtivitaten sind bishet in da, .eben^ttaltechnoio 
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gie ira Bereich der Inaktivierung von Mikroorganismen durch 
Hochdruckbehandlung unternomn.en worden. I. Gegensatz dazu Ixe- 
gen bisher keinerlei Untersuchungen vor, die das Verhalten hu- 
ma ner Zellen unter Druckbehandlung beschreiben. Theoretisch 
ergeben sich unterschiedliche Ansatze far Untersuchungen an 
.enschlichen Zellen und Geweb.n, wie z.B. Hochdruckbehandlung 
von Lungengewebe und Gefa^endothel i. Bereich der Baro.edxzxn, 
Hochdruckbehandlung von Knochen i- Rah.en der Osteo.yelxtxs, 
Hochdruckbehandlung von Tu.orzellen im Bereich der onkologx- 
schen Forschung um nur einige Ansatze zu nennen. 

In der Transplantationschirurgxe ist es Stand der Technik, da. 
vor einer Transplantation die Gewebevertraglichkeit zwischen 
Spender und Endanger untersucht wird. Erst - d.se 
Untersuchung zeigt, da, der MHC (Major histocoMPatxhxlxty 
co.plex) und das HLA <Hu m an leucocyte locus) von Spender und 
ganger weitgehend ubereinstir^en, wird eine Transplants on 
aurchgefuhrt. Trotz dieser Untersuchungen ist es ledxglxch hex 
A utotrans P lantaten und Synotranspiantaten mdglich , erne 
^wehrreaktion des Irununsyste.s gegen das Transplants 
ganzlich auszuschlie*en. Aus diese. Grund werden Patienten bex 
Transplantationen i^unsuppri.ierende Medikamente, wxe 
b eispielsweise Cyclosporin, verabreicht, die das I«ste* 

keine Abwehrreaktion mehr 
soweit suppnmieren, dafi Keine 

stattf indet . 

D er Nachteil dieser Methode liegt darxn, da, das I^nunsyste. 
deS Transplantatempfangers durch die Supprimierung auch xn 
seiner Funktionalitat gegenuber pathogenen Mikroorganxs.en 
stark exngeschrankt ist. So kommt es bei Transplantatxons- 
patienten vielfach zu Infektionserkrankungen. Insbesondere xn 
d en ersten Tagen nach der Transplantation werden 
inununsupprxnuerende Medikamente in hohen Dosen verabreicht, da 
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es insbesondere in diesen ersten Tagen zu einer Abstofiung des 
Transplantates kommen 

tmmunsystemsupprimierung kon^t es haufig zu Infektionen, dxe 
in vielen Fallen zum Tode fiihren. 

Bin weiterer Nachteil bei der Transplantation von Geweben ist 
nicht nur die mangeln.de Gewebevertraglichkeit, sondern aucn 
die mogliche Kcntamination des Gewebes mit Krankheitserregern. 
Hierbei handelt es sich beispielsweise um Mikroorganismen wxe 
Viren, Bakterien, Pilze, Protozoen oder Prionen. 

Bin weiterer Nachteil bei der Transplantation von Geweben ist 
die mogliche Kontamination mit Tumorzellen. So ware es 
wunschenswert, um Abstofiungsreaktionen weitgehend zu 
vermeiden, Tumorgewebe aus einem Patienten zu entnehmen, dxe 
Tumorzellen weitestgehend so zu eliminieren, da. ein weiteres 
Wachstum ausgeschlossen ist, und dieses Gewebe anschliefiend 
wieder in den Patienten einzubringen.. 

Alternativ zur Transplantation wird derzeit nach wie vor die 
Bestrahlung zur Tumorbehandlung eingesetzt. Dieses Verfahren 
hat den Nachteil, dafi neben dem Tumorgewebe auch gesundes 
Gewebe in starkem Ausm.fi zerstort wird. Oberdies tritt bei 
diesem Verfahren eine starke Strahlenbelastung beim Patienten 

auf . 

Die aus dem Stand der Technik bekannten Verfahren weisen, wie 
oben beschrieben, gravierende Nachteile auf. 

Es ist eine Aufaabe der vorliegenden Erfindung, ein Verfahren 

bereitzustellen, welches diese Nachteile weitgehend vermexdet 

oder doch zumindest deutlich verringert, so dafi die mit exner 

Transplantation verbundenen Gefahren entweder ganzlxch 
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■ i *. i„ ^VrT^ntabler Weise verir.indert 
eliminiert oder zumxndest m akzeptabler 

werden. 

Dies- Aufgabe wird durch das erf indungsgemafte verfahren nach 

Anspruch 1 geiast, wobei menschliche und/oder tierische Zellen 

und/oder menschliches oder tierisches Gewebe and und/oder die 

in oder «it diesen Zellen und/oder dem Gewebe vorliegenden 

pHpr p r ionen Drucken von tiber 100 MPa 
Mikroorganismen oder Prionen 

n-» 7 P llen sind dabei von einem Medium 
ausgesetzt werden. Dxe Zellen smu 

umgeben, welches bei diesen Drucken flussig 1st. 

W eitere Ausgescaltungsformen der Erfindung ergeben sich aus 
der nachfolgenden Beschreibung, den PatentansprCichen sowie den 
A usfahrungsbeispielen. Die Erfindung 1st jedoch nicht auf die 

na : Qn ip le uri d bevorzugten Ausgestal- 
nachfolgend genannten Beispiele una 

tungen beschrankt. 

D urcn das erf indungsgemafce Verfahren kbnnen beispielsweise die 
Replikationsfahigkeit und die Proteinstruktur von Zellen 
verandert werden. Unter Replikationsfahigkeit wird erfindungs- 
gema* die Fahigkeit der Zellen verstanden, sich zu teilen 
Durch die Druckbehandlung kann die Replikationsf ahigkeit 
entweder vermindert oder vollig gesto PP t werden, d.h. die 
Z ellen konnen nach der Behandlung durch das hier beschriebene 
Verfahren z.B. auch abgetbtet worden sein. Es ist aber auch 
msglich, durch gezielte Auswahl der Parameter des hier 
oeschriebenen Verfahrens, also durch Steuerung sowohl der Hohe 
der DrCicke, der Temperatur, der Einwirkungsdauer der Drucke 
durch Auswahl der die Zellen umgebenden Medien, durch 
verschiedene pH-Werte sowie durch mehrfache Wiederholung der 

Varfahrpn so zu steuern, daft die 

Druckeinwirkung das Verfahren so 

. , an . upH pr einzeln oder in Kombmation, 

nachfolgenden Wirkungen, entweder einzein 

erzielbar sind: 
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, nn der Replikationsfahigkeit von Zellen 
Verminderung der 

und/oder Mikroorganismen; 

Abtatong der Zellen and Mikroorganismen; 

Veranderung der Proteinstruktur von Zellen, 
b eispielsweise der MHC-Molekule oder HLA-Mo 1 e ku 1 e , u, das 

i 7 0 npn zu beeinf lussen; 

immunogene Potential der Zellen 

Selektive Abtotung von Tumorzellen; 

Anderung der Struktur von Prionen, so da, sie xhr 
pathogenes Potential verlieren; 

Veranderung von Zellleistungen wie zu, Beispxe der 
Ad hasion Oder der Enzymproduktion bzw. -ausschuttunc 
L. .it de, Ziel einer verminderten Ausschuttung von 
Proteasen; 

, von biologischen Eigenschaf ten der 

Veranderung von DiUX ^ 

Intarzallularsubstana (z.B. Kollagan] ; 
Varandarong das Zallvarbundes aur nufldsung von Gawaban; 
Varandarang de r m e=h.nisahan Eigansohaftan von Ge«aban ; 
. varandarong der Tartia,- and 0 »axtarstru*tu t von 
Proteinen. 

Das verranren kann bei .enscnlicnen und tierischen Zellen oder 
Gew eben angewendet werden. Bei Gewebe handelt es 
Re gel u, Zellverb.nde gleichartig dif f erenzxerter Zellen 
nnter diesen Begriff fallen aber auch solche Gewebe, 

Z ren eil nicht aus Zellen bestehen und der gr*f 

I! 1 a Xnterzellularsubstanz besteht. Oerartige Gewebe 
Lpielsweise Knochen, die neben Zellen zu, graven exl 
aus der organischen Knochenmatrix und Knochennuneral bestehen. 

• , „ h Hprart iae Gewebe umfaBt, die nur zu 
ErfindungsgemaB sxnd auch derartxge 

fcn-Pil aus Zellen bestehen, wie Knocnen, 
einem geringen Anuexl aus 

r a «R P Das Verfahren kann bei 
Knnrnel Sebnen, Bander oder GefaBe. uas 

Knorpel, senne <r0 organismen 
Zellen oder Geweben angewendet werden. d.e von M- 
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• h ode- die mit Mikroorganismen vergesellschaf tet 
befallen smd ode. die erf indungsgemaB 

^ unter Mikroorganismen - ina 

sind. Unter Bakte . ien , Pro tozoen und Pilze zu 

oeispielsweise Viren, Bakteie , anismen , die 

ve rstehen, insbesondere natOr lich » - ^ ^ 

ein pathogenes Potential besitzen. 

P Len oefallene Zellen derart b-h.nd.lt werden da, 
S elekti V e Zerstarung der Prionenstruktur bewirkt wird. 

• Ro vprfahren behandelten Zellen 
Die darcb das «~-- ^^rb^a, bevor 2 u g t 

U e,en i. .U^ernen >»» GeuebeveEBa „de warden 

als0 G ewebeverba„den, vor. 

GefaBe. Erf indungsgemaB bevorzug 
beispielsweiae Knochen, Sehnen und GefaBe. 

h h das erfindungsgemaBe Verfahren behandelten Organe 
Die durch das ertinaung y ^ oarate die einem 

Eatienten , d.ssen Organ b P atfl ndun,^." 
be£ aUe„ 1st, .««— » warden und bacb emaBe 
Bebandlung wieder reiT.pl.n-t werden. Da= « 

4. .nor "schonend" angewendet werden, q-i 
verfahren kann entweder schon b 

Tum or:.Uen werd.n seUbt higkelt 

her r:::%: -der - - — 

wird dem Patientei. u sterben 

MCh i„re„ LebenszyUas ab sr ^ ^ 

k6 „„en ,o. organic abgebaut werden 

bei d er or U c k beb,nd 1U ng £ - der 

rearncban Cewebe 

Reimplantierung in den Patienten 
entfernt werden. 
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Es ist aber aucn moglich, die entnommenen Gewebeteile wie 
Knochen, Sehnen und GefaAe einer solchen Druckbehandlung zu 
unterziehen, da* praktisch alle vorhandenen lebenden Zellen 
abgetotet werden. Das verbleibende, nicht mehr lebensfahige 
Gewebe wird dann in den Patienten implantiert und dient als 
Leitstruktur fur den Aufbau neuer Knochensubstanz, neuer 
Sehnen und neuer GefaBe. Auch im Fall der Transplantation von 
Knochen, Sehnen oder GefaBen, wobei praktisch alle lebenden 
Zellen abgetotet werden, ist erf indungsgemaB vorgesehen, dafi 
nach der erf indungsgemalien Druckbehandlung abgetotete Zellen 
vor der Implantation zumindest teilweise entfernt werden, 
falls erforderlich. Besonders bewahrt hat sich die Verwendung 
von ubertragenem Knochen als Leitsubstanz (sog. 
osteokonduktiver oder osteoinduktiver Effekt) . 

Die Obertragung des Knochens als Leitsubstanz ist bereits seit 
langem bekannt. Ubertragener (allogener) Knochen wird 
schleichend" umgebaut und der ubertragene Knochen dient somit 
als Leitstruktur. Weitere Untersuchungen konnten die zugrunde 
liegenden Mechanismen aufklaren. Allogene Knochensegmente 
haben jedoch aufgrund der Antigen-Eigenschaf ten und 
resultierender Abwehrreaktionen den Hicht.il.nur erheblich 
verzogert einzuwachsen im Vergleich zu k6rpereigenen, d.h. 
autogenen Transplantaten. 

Anhand von keramisierten Knochensegmenten konnte nachgewiesen 
werden, daft die Mineralsubstanz des Knochens als Leitschiene 
fttr die Knochenneubildung dient (Mittelmeier , W.. 1992, 
Demeter Verlag, Monographie Kochenneubildung im 
ersatzschwachen Lager) . 
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Um den allogenen Knochen in optimierter Form (wemger 
Abwehrreaktion) and unter Minderung des Infections- und 
Tumorrisikos ubertragen zu kdnnen, warden zahlreiche Versuche 
unterno^en, den Knochen physikalisch und chemrsch 
aufzubereiten (Obersicht der betreffenden Literatur in der 
Monographie von Mittelmeier, 1992, Demeter Verlag, 

Monographie Knochenneubildung im ersatzschwacher. Lager) . 

Um den Knochen nach Tumorbefall von dem betreffenden 
Obertragungsrisiko des Tumors befreien zu konnen (durch 
Abtotung ailer Zellen) , wurden bereits ionisierende Strahlen 
versucht . 

Das erfindungsgemaft vorgestellte Verfahren soil bevbrzugt - 
bezuglich der Knochenubertragung - zur Minderung allergener 
Eigenschaften, Reduktion von Inf ektionsrisiken und zur 
Abtotung von Tumorzelien eingesetzt werden. Dabei spielt die 
Erhaltung der Grundsubstanz des Knochens als Leitstruktur eine 
wesentliche Rolle. 

Das Verfahren hat den Vort.il. daft vorhandene 
Krankheitserreger oder Tumorzelien abgetbtet und kbrpereigenes 
Gewebe reimplantiert wird, welches als Grundlage far das neue 
Wachstum, beispielsweise des Knochens, dienen kann. 

Das Verfahren kann jedoch auch dazu benutzt werden, Organe von 
fremden Spendern zu behandeln, um insbesondere diejenigen 
Proteinstrukturen auf den Zellen zu verandern, die fur eine 
Abstoftungsreaktion verantwortlich sind. Hierbei handelt es 
sich insbesondere um MHC- und HLA- Proteine. Es ist neben 
allogenen Geweben aber auch moglich, xenogene Organe 
(beispielsweise aus Schweinen oder Rindern) zu behandeln, die 
an einen menschlichen Empfanger transplantiert werden sollen. 
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Die Behandlung client hier ebenfalls dazu, die natUrliche 
AbstoBungsreaktion des Kbrpers zu vermindern und hierdurch die 
Verabreichung immunsupprimierender Medikamente auf em 
Mindestmali zu reduzieren oder zu vermeiden. 

Das Ve^fahren wird in, allgemeinen so durchgefOhrt. daft die zu 
behandelnden Zellen, die, wie bereits oben ausgefahrt, 
bevorzugt in Gewebeverbanden wie Organen vorliegen, bevorzugt 
in e *n physiologisches Medium gegeben und von einer Hulle 
umgeben werden. Unter physiolcgischen Medien sind solche an 
sich bekannten Medien zu verstehen, die ublicherweise zur 
Aufbewahrung von Organen oder zur Kultivierung von Zellen in 
der Zellkultur eingesetzt werden. Hier handelt es sich 
beispielsweise urn physiologische Kochsalzldsung, 

supplementiert beispielsweise mit Nahrstoffen, Antibiotika, 
Zytostatika, Hormonen, Lyphomkinen usw. Die Zusammensetzung 
deS umgebenden Mediums hangt natarlich von den zu behandelnden 
Zellen ab und ist dem Fachmann bekannt oder kann durch 
Versuche ermittelt werden. Das Gewebe, beispielsweise der 
Knochen, kann aber auch direkt ohne ein derartiges Medium von 
einer Hulle umgeben sein, die f lussigkeitsdicht sein und em 
Eindringen von Flussigkeit von aufien verhindern soil. Hierbei 
handelt es sich beispielsweise urn eine Kunststof fhUlle . Die 
Halle selbst ist von einem Medium umgeben, was zu einer 
gleichmafiigen Verteilung der hohen Drucke von aber 100 MPa 
fOhrt. Ohne das umgebende Medium warden die Zellen 
zwangslaufig vollig zerstdrt werden. Nur durch die sie 
umgebende FlOssigkeit wird eine gleichmaftige Verteilung der 
Oracke sichergestellt. Bei der Fiassigkeit handelt es sich 
bevorzugt urn viskose Mittel, beispielsweise Glykol, in 
verbindung mit Wasser oder ein Gemisch aus Ether und Kerosin. 
Weitere Flussigkeiten konnen von, Fachmann eingesetzt werden. 
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APStatt flussiger Medien kdnnen auch gasfdrmige Medien 
eincesetzt werden, die durch die angewendeten hohen Drucke in 
einen flussigen Zustand ubergehen. Beispiele hierfur sine 
Propan, Butan oder Kohlendioxid. 

in einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm der Erfindung ist das zu 
behandelnde Zellmaterial nicht nur von einer, sondern von 
me hreren, zumindest zwei Hullen umgeben, am eine Kontamination 
des Gewebes sowei" wie moglich zu verhindern. 

Die erfindungsgemaft eingesetzten Drucke liegen bei uber 100 
MP.. Bevorzugt liegen sie in einem Bereich von 100 - 1000 MPa, 
wobei Drucke i» Bereich von 100 - 500, bis 400, bis 300, bis 
250 MPa bevorzugt sind. Insbesondere bevorzugt werden Drucke 
im Bereich von 100 - 300 MPa eingesetzt; in diesem Bereich 
werden je nach Art der zu behandelnden Zellen und nach Art der 
zu erzielenden Wirkung die Drucke durch Vorversuche vom 
Fachmann eingestellt . 

in Vorversuchen hat sich beispielsweise herausgestellt, dad 
eine deutliche Hemmung der Replikationsf ahigkeit der Zellen ab 
ungefahr 150 MPa einsetzt, wobei eine erhebliche Reduktion der 
Replikationsfahigkeit und damit der Oberlebensf ahigkeit der 
Zellen ab 175 MPa erzielbar ist und, beispielsweise bei 
Fibroblastenzellen in der Zellkultur, ab 225 MPa keine 
uberlebenden Zellen mehr nachweisbar sind. Der Fachmann wild, 
urn die optimalen Drucke zu ermitteln, die geeignet sind, eine 
bestimmte Wirkung zu erzielen, Vorversuche an gleichen oder 
vergleichbaren Zel-len, Geweben und/oder Organen vornehmen. Die 
Ergebnisse der Druckbehandlung werden durch geeignete 
Kontrollexperimente, beispielsweise durch Messung der 
Enzymexpression, der Replikationsfahigkeit, der 

Abstoftungsrate, des Wachstums von Tumorzellen und durch die 
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Vieizahl der zur Verfugung stehenden biochemischen, einer 
Analysetechnik zuganglichen Parameter, uberpriift. 

Die erfindungsgemafce Druckbehandlung setzt sich aus drei 
Phasen zusammen, namlich einer Druckaufbauphase, exner 
DrU ckhaltezeitphase and einer Druckabbauphase . Die Lange der 
einzelnen Phasen und die Geschwindigkeiten, mit der der Aufbau 
U nd der Abbau des Druckes erfolgt. werden ebenfaiis von, 
Pa— in Abhangigkeit von der zu erzielenden Wirkung 
bestimt. So hat sich beispielsweise herausgestellt, da. der 
Druckaufbau It 100 MPa pro Minute, gefolgt von exner 
Haltezeit von 5 - 10 Minuten und einer Druckabbauphase von 10 
MPa pro Minute erfolgen kann. Nach einer Wartezeit von 5 - 10 
Minuten wird bevorzugt die Druckbehandlung wiederholt, wobex 
die Wiederholung zwei bis zehn mal oder after erfolgen kann, 
bis die erzielte Wirkung erreicht wird. Durch eine derartxge 
wiederholte Druckbehandlung kann erf indungsgema* eine 
vergleichbare Wirkung erzielt werden, wie bei einer einfachen 
Druckbehandlung, wobei jedoch die eingesetzten Drucke deutlxch 
darunter liegen. Beispielsweise betragt der Druck bei exner 
einfachen Druckbehandlung zur He^nung der 
fahigkeit von Zellen und/oder Mikroorganismen bevorzugt ab 200 
MPa, bevorzugter ab 225 MPa, wohingegen bei mehrfacher 
Druckbehandlung diese Wirkung bei Drucken unter 200 MPa, 
bevorzugt 150 MPa, erreicht werden kann. Durch die mehrnvalxge 
Wiederholung der Druckbehandlung unter schonenderen 
Druckbedingungen wird Oberdies eine Schadigung des umgebenden 
Gewebes weitgehend verhindert. 

E benso ist erfind U nasce ma * eine variable Drackbeh.ndlunc, 
v„r g esehen. webei auf.rund der variabien Geataltun, des 
preprograms eine .npasanno an die sa bebandeinde Probe 
5 owie eine Lrniedrigung des Drueks i» Vergleich zu erner 
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einfachen Druckbehandlung erfclgen kann. Auch bei einer 
variab len Druckgestaltung kann bspw. eine Hemmung der 
Replikationsfahigkeit bevorzugt schon bei Drucken unter 
MPa, bevorzugter 150 MPa, erreicht werden. 

Die Dauer der Druckbehandlung ist wiederu. stark von den zu 

art der zu e^zielenden Wirkung 
behandelnden Zellen und von der Art der zu e. 

abnangig. Die Druckbehandlung kann beispieiswei S e bis zu drei 

Stunden lang erfolgen, wobei .11. Zeiten von 1 Sekunde bis zu 

3 Stunden oder auch mehr denkbar sind. Bevorzugt hat sich em 

Zeitraum von 5 Sekunden bis 60 Minuten herausgestellt, wobei 

eine Druckbehandlung von 5 Sekunden bis 60 Sekunden, bevorzugt 

5 - 30 Sekunden oder 5 - 10 Sekunden bei hohen Drucken von ab 

200 MPa bevorzugt wird. Die Lange der Druckbehandlung und dxe 

Hdhe der Druckbehandlung stehen im allgemeinen im umgekehrten 

Verhaitnis zueinander, d.h. J. hdher der Druck, desto kUrzer 

die Zeitdauer der Behandlung und J, niedriger der Druck, desto 

langer die Zeitdauer der Behandlung bzw. je geringer der Druck 

7pit dauer der Druckbehandlung, desto 
und je kurzer die Zeitaauer 

haufiger ist das Verfahren zu wiederholen. 

Die Teraperatur wahrend der Behandlung kann von -45°C bei 
tiefgefrorenen Zellverbanden bis + 150°C liegen, wobei 
naturlich bevorzugt die physiologischen Temperaturen von ca. 
3rc + 2°C einsetzbar sind. Temperaturen bis 150°C k6nnen 
selbstverstsndlich nur kurzzeitig auf die Zellen einwirken, 
wenn nicht erwunscht ist, da. deren vollstandige Zerstdrung 
erfolgt. Auch die bevorzugte Temperaturhdhe kann von, Fachmann 
durch Versuche festgestellt werden. 

Besonders bevorzugt kann das erf indungsge.aAe Verfahren zur 
Behandlung von Knochen, Sehnen und GefaAen eingesetzt werden. 
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BeispWsweise KOnnen 1. T.»orzeUen ">ntan,ini««, — 
Beispi-ls-eis TimorI .,i,„ slab w.s.ntlich hauftger 

telle- als die normalen Zellen, k6 „ nen 
in der Zellteilangspnase besondets effizient .it , 

iettiv T„»ozzellen abgetdtet wetd.n, w.htend d 

„ <„ inter Replikationsfahigkeit nicht odet ntcht 

id « " - — — « 

te eine -eiteren bevottugten » Us£ dbtangs £ ot„ 

I! „ie Knocbenge.ebe and Sebnen and "^"^ 

■ ,urh. zellen also auch die gesunden Zellen, zerstor 
daft samtliche Zellen, sj-* p=tienten 

" ied -r:r rtr::ir~ —tan. 

rrr,l! K— t,tt„atatial - — ~ 
„i rd vol del Bebandlang und/odet det plantation em Tell da 
Tauan odat daa Cewe.es von de„ bebandelten odet , 
behandelnden Gewebe entfernt. 

spielen naher erlautert. 
hierauf beschrankt. 

Es wird auf die folgenden Figuren Bezug genormen: 

FIGUR l: H^ostatiscKe 0— andlung von 0-2 OS von 

125 MPa bis 300 MPa. Jedem Druckberexch ist eine 

Kontrollgruppe zugeordnet, die i. Ultr.« der 
Druckbehandlung normalen Kulturbedingungen ausge- 

setzt war. 

H^, oazstellung det ZelUaM nacb ,Sb Z 
S aos-2- and NIH-3T3 Zellen nach HDB von 150 MPa 
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200 MPa. Steigender HD verursacht eine Reduktion der 
Viabilitat aller Zelilinien. 



Fiqur 3 : 



Durch Trypanblau-Farbung (TF) ermittelter ViabxU- 
tatsverlust von Saos-2 Zellen und NIH-3T3 Zellen 
nach 48h Kultivierung. HD's von 175 MPa zeigen in 
oer TF keine Reduktion der Viabilitat; HD's ab 200 
MPa fuhren zum vollstandigen Viabilitatsverlust bei- 
der Zelilinien. 

oarsteilung der Zellzahl nach 72h Kultivierung von 

Saos-2 Zellen und NIH-3T3 Zellen nach HDB von 150 

MPa bis 200 MPa . Messung der adharenten Zellen/ml 
Kulturmedium; Nach 72h Kultivierung erfolgt weiteres 
Zellwachstum nach 150 MPa HDB; eine HDB von 175 MPa 
reduziert die Anzahl adharenter Zellen beider Zell- 
reihen, Ab einer HDB von 200 MPa kann keine Adharenz 
von Zellen mehr festgestellt werden. 

Darstellung des viabilitatsverlusts von Saos-2- und 
NIH-3T3-Zellen nach 72h Kultivierung. Steigende hyd- 
rostatische Drucke verursachen vermehr-ten Viabili- 
tatsverlust der Zelilinien; ab einem HD von 200 MPa 
konnte bei keiner der Kulruren ein uberleben von Sa- 
os-2- oder NIH-3T3 Zellen nachgewiesen werden. 



Fiqur 5 : 



BEISPIELE 



2ur B aurtailun g . -elchen hydrustatisCen Drac.en .urine und 
h » M „e ZeUan standhaUen k dn„en, uu.dan drai untarachied Uc b. 
i^talisiarta zellreihen ,«.hlt. Da bishar K a 
ft „nalt S pu„ k ta for das verhaltan »uri„er und burner Za a„ 
vurliegen, wurde pri„ar varsucht, Druckb«. icha zu armttaln, 
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d enen die .... Selllinien standhalten k dnnen. weiberhin some 
r„suc ht -den, ob die zeuen — i-U=, »« den 
applizierten Druck reagieren. 



Material und Methode 

Oie *Ppli k abion des nydrostatiacnen Drnc.s ,HD, 

ai„e n o r nc k appli k . t o r den Pi» Donae Hoc„drue k beoh„i k a, 

Druck an t b,u- und »,bau t aten k bnnen »ib ««- »"< ^J" 
„«den. Bei den versuch.n »urde eine Druc.aufbaurabe von 10 
H Pa, M inube ,-t. Der bei ,ede» Ve t auc„ fest g ele g te e 
«ati,cbe Drue, w Ut de bei alien versucnen fur 5 - 
,L»c k plabeau, au fr ech t e Ch alten. Das Ten.peratunnbervall a, 
Liaehen ,1' C end ,7-C. Die Diuc.aa^ war »ib wasee, und 
20% Glykol gefullt. 

Zelllinien und Zelllculturmedien 

Hydrostatiscne DrOc.e warden an drei unterschiedlicnen Zellli- 
nien getestet. Dabei handelte es sich um: 

v^.caHqierte Fibroblasten vora Mause 

1 NIH 3T3 Zellen, immortalisierte 

Mt io der "NIH S„ias »ouse", .obei fur die Versuehe S. en 
de r 126 ten Passage verwendet warden. Die Kulbur der Zellen 
ell 9 te in Dulb.ecoa ^odiririerbe. Ca g le Hedie. (DMEM1 »« 
10% fdtalem Kalberserun, ohne AntioiotiKazueatz. 

2 „-2 OS Zellen aind Oab.oaar k o,.zellen hu B an«n uraprungs, hy- 
podiploid 1. epUhel.hnHcher Morpholep. Sie «*'"-" 
„, £ IS ja hri g en k a„ k asiacben Pabienbin. deren osbeosar k o.ael 



PCT/EPOO/04949 

WO 01/09287 

17 

len 1964 iscliert wurden. Die Kultur der Zellen erfolgte in 
DulbeC cos modifiziertem Eagle Media, ( DMEM ) mit 10% ttt.lem 
Kalberserum ohne Antibiotikazusatz. 

3 Saos-2 Zellen sind primare, humane Osteosarkomzellen . Die 
Zelllinie stammt von einer 11 jahrigen kaukasischen Patients. 
Die epithelahnlichen Zellen sind hyperdiploid bis hypopen- 
taploid. Die Kultur der Zellen erfolgte in Dulbeccos modxfx- 
ziertem Eagle Medio, (DMEM) mit 10% male, Kalberserum ohne 
Antibiotikazusatz . 



Hydrostatische Druckbehandlung (HDB) 

Die Druckversuche erfolgten mit 7 Druckstufen, beginnend bei 
150 MPa, in 25 MPa Schritten steigernd bis 300 MPa. Bei jeder 
d er Druckstufen wurden 3 Proben der jeweiligen Zelllinie dem 
entsprechenden hydrostatischen Druck ausgesetzt. Das Zell- 
splitting erfolgte 2 Tage vor dem jeweiligen Druckversuch. Ore 
Zellzahl der Proben far die Druckexperimente betrug vor der 
Druckbehandlung bei alien Versuchen 30000 Zellen/ml in einem 
2ml EopendorfgefaA, welches far die Versuche in die Druckkam- 
mer gegeben wurde. Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte vor 
dem Versuch. Nach der Druckbehandlung erfolgte die Verteilung 
der Zellen in 24 Loch Kulturschalen (Falcon, Becton Drckrn- 
son) . in einem ersten Versuch wurde die Viabilitat der Zellli- 
nie U20S nach Druckbehandlung und 72h Kultur bestimmt um den 
Druckbereich zu ermitteln, dem die Zellen standhalten kbnnen, 
bZ w den Druckbereich zu ermitteln, bei dem ein Oberleben der 
Zellen nicht mehr gewahrleistet ist. In einem zweiten Versuch 
wurde die Zellzahl sowie die Zellviabilitat durch Trypanblau- 
farbung bei Saos-2 - und bei NIH 3T3 Zellen nach 48h und 72h 
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bestimmt. Bei jedem Versuch wurde eine Kontrollprobe (Zeilen 
ohne Druckbehandlung) mitgefuhrt. Die Beurteilung der Kon- 
troliproben erfolgte entsprechend den Beurteilungskriterxen 
druckbehandelter Zeilen. Jede Probe die in den Druckbebalter 
ge geben wurde enthielt die e.g. Zellzahl und DMEM Zellkultur- 
medium. Nicht in die Untersuchungen eingeschlossen waren Aus- 
wirkungen der Druckaufbau- und Abbaurate. 

in der ersten Versuchsreihe wurden U-2 OS Zellen mit hydrosta- 
.ischem Druck, ausgehend von 125 Megapascal (HP.) in 25 MPa 
Stufen steigernd bis 300 MPa , behandelt. Nach hydrostatischer 
Druckbehandlung von 125 MPa wurde nach 72h Kultur eine Vermeh- 
rung von 0-2 OS Zellen festgestellt. Die Zellzahl hatte sich 
von initial 30000 Zellen vor der HD3 auf 83000 Zellen/ml nach 
72h Kultur vergroliert. Nach Steigerung der Druckbelastung auf 
150 MPa war weiterhin ein Zellwachstum moglich, jedoch wurde 
eine im Vergleich zur 125 MPa HD reduzierte Zellmenge von 
73000 Zellen/ml beobachtet. Die HDB mit 175 MPa verursachte 
eine weitere Reduktion der Zellzahl nach 72h Kultur auf 35000 
Zellen/ml. Die Steigerung des HD auf 200 MPa verursachte exne 
100%ige Viabilitatsreduktion der Zellen. Bei einer Kontroll- 
probe, die keiner Druckbehandlung ausgesetzt war, wurde nach 
72h Kultur eine Zellzahl von uber 250 000 Zellen/ml beobach- 
tet. Die Versuchungsergebnisse sind in Figur 1 dargestellt. 

in einer zweiten Versuchsreihe wurden humane Saos-2 Osteosar- 
komzellen und murine NIH-3T3 Mausef ribroblasten hydrostatx- 
schen Dracken, beginnend bei 150 MPa mit Steigerung der 
Druckstufen urn 25 MPa bis 300 MPa ausgesetzt. Nach 72h Kultur 
konnte bei den mit einer HDB von 200 MPa behandelten Zellen 
kein Uberleben beobachtet werden, weshalb die graphische Dar- 
stellung der 72h-Werte (siehe Figur 4) nur HD von maximal 200 
MPa mit einbezieht. 
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Beeinflussung der Zellviabilitat 

Nach HDB von 150 M?a wurde nach 48h Kultur bei beiden Zellli- 
nien kein Zelluntergang beobachtet. Die Zellzahl betrug bex 
beiden Zelllinien 30000/ml. Wurde der HD auf 175 MP. gestei- 
gert. zeigte sich nach 48h Kultur eine Reduktion der Zellzahl . 
bei Saos-2 Zellen auf 24000/ml und bei NIH-3T3 Zellen auf 
20000/ml. Eine HDB von 200 MPa fuhrt zu einer Viabilitatsre- 
duKtion bei Saos-2- und NIH-3T3 Zellen auf 3300/ml. Eine HDB 
von 225 MPA verursachte den vollstandigen Viabilitatsverlust 
beider Zellreihen. Wie anhand der Figur 2 erkennbar, lagen dre 
zellzahien bei den Kontrollproben, die keiner Druckbehandlung 
unterzogen warden, bei 46 000 Zellen/ml (Saos-2) bzw. 57 000 
Zellen/ml (NIH-3T3) . 

Der in Figur 3 dargestellte mittels Trypanblauf arbung ermit- 
telte Viabilitatsverlust von humanen Saos-2 Zellen und murinen 
NIH-3T3 Zellen zeigte erst ab einer HDB von 200 MPa eine Re- 
duktion der Zellviabilitat bei Saos-2 Zellen von 33% des Aus- 
aangswertes vor Druckbehandlung und bei NIH-3T3 Zellen e.ne 
Reduktion von 66% der Gesamtzellzahl . Bei niedrigeren Drucken 
von 175 MPa wurde keine Reduktion der Viabilitat mittels Try- 
panblau Farbung f estgestellt , die HDB von 225 MPa verursachte 
einen vollstandigen Verlust der Zellviabilitat beider ZellU- 



nien. 



Nach Kultivierung der Zellen fur 72h konnten beide Zelllinien 
nach HDB mit 150 MPa Nachstum in Kultur zeigen (siehe Figur 
4) Bei beiden Zelllinien wurde eine Zellzahl von 60000/ml ge- 
zahlt, verursacht durch weiteres Zellwachstum nach Druckbe- 
handlung. Eine Steigerung der HDB auf 175 MPa fuhrte zu einer 
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Verminderung des Zellwachstums bei Saos-2- und NIH-3T3 Zellen 
10000/ml innerhalb von 72h Kultivierung. Nach Behandxung 
der Zellen mit einem HD von 200 MPa konnte ein vollstandxger 
.dharenzverlus, aller kultivierter Zellen erreicht werden. Die 
Kontrollprobe wies nach 72h Kultivierung eine Zellzahl von 
100 000 Zellen/ml auf. 

Du.cn Trypanblaufarbung der Zellen wurde nach 72h Kultivierung 
de "r viabilitatsverlust der Zelllinien .rmitt.lt. Die Ergebnis- 
se'sind in Figur 5 dargestellt. Nach HDB mit 150 M Pa zeigten 
Saos-2- und NIH 3T3 Zellen 17%Viabilitatsverlust, nach Stexge- 
run g der HDB auf 175 MPa zeigten Saos-2 Zellen 67, Reduktion 
ihrer viabilitat und NIK 3T3 Zellen zeigten 88% Viabilitats- 
verlust. ,b einer HOB von 200 MPa wurde in alien 
ein 100%tiger Viabilitatsverlust verursacht. Die HDB 
MPa, 250 MPA und 300 MPa werden graphisch nicht dargestellt, 
da es hier zur vollstandigen Schadigung der Zellen kam. Dxe 
Kontrollproben wiesen jeweils erwartungsgem^ keinen Viabxlx- 
tatsverlust auf. 



DISKUSSION: 

Om die M5glichkeit einer medizinischen Anwendung der hydrosta- 
tischen Hochdrucktherapie zu untersuchen, wurden in vitro 
Druckversuche durchgefUhrt, indem die xmmortalisierten humanen 
Osteosarkomzelllinien 0-2 OS- und Saos-2- sowie immortalxsxer- 
te Mausefibrcblasten NIH 3T3 hydrostatischen DrUcken zwxschen 
125 MPa und 300 MPa ausgesetzt wurden. In einem ersten Versuch 
wurden 0-2 OS Zellen in 25 MPa Schritten hydrostatischen Dru- 
ck en von 125 MPa bis 300 MPa ausgesetzt. Hierbei zeigte sxch, 
da* nach 72h Kultivierung ein Oberleben der verschiedenen 
Zelllinien nach HDB von 150 MPa maglich war ur.d DrUcke von 250 
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MPa ein Oberleben der Zellreihen in Kultur unmoclich machten. 
Der so ermittelte Druckbereich wurde fur die weiteren Versuche 
mit Saos-2- und NIH 3T3-Zellen verwendet. Insgesamt reagierten 
alle Zellreihen bei Steigerung des HD mit einer Viabilitatsre- 
duktion, wobei unabhangig vcm applizierten Druck eine unter- 
schiedliche, zellspezifische Toleranz gegen HDB vorzuliegen 
scheint. NIH 3T3 Zellen zeigen nach 72h Kultivierung hchere 
Viabilitatsverluste, gemessen mit Trypanblauf arbung der Zel- 
len, als Saos-2 Zellen, wobei das Adhasionsverhalten nach HDB 
mit' 150 MPa und 175 MPa beider Zellinien keine wesentlichen 
Unterschiede aufweist. Die Zahl lebender, adharenter Saos-2 
Zellen nach 48h Kultur und 175 MPa HDB reduziert sich bis zu 
72h, so daft eine nach 48h Kultur und 175 MPa HDB vorliegende 
subletale Schadigung der Zellen bei Saos-2 Zellen postuliert 
werden muft, die weder durch Trypanblauf arbung der Zellen noch 
durch die Bestimmung des Adhasionsverhaltens nach 48h Kultur 
nachgewiesen werden konnte. Gleiches konnte bei NIH 3T3 Zellen 
im HD Bereich von 175 MPa beobachtet werden. Innerhalb des 150 
MPa HD Bereiches zeigten Saos-2 und NIH 3T3 Zellen eine nach 
72h vermehrte Anf arbung mit Trypanblau, so daft auch . in d-iesem 
Druckbereich von Zellschaden ausgegangen werden muft, die durch 
Beurteilung von Adhasion und' Trypanblauf arbung nach 48h nicht 
bestimmt werden konnen. 

Schadigung der Zellen in niedrigen Druckbereichen von 150 MPa, 
bei denen keine Zellschadigung mittels Trypanblaufarbung ge- 
zeigt werden konnte, scheinen sich zumindest auf das Adhasi- 
onsverhalten von Saos-2 und NIH 3T3 Zellen auszuwirken : Nach 
einer Kultivierung beider Zelllinien zeigt sich nach 4Bh eine 
Reduktion des Zellwachstums im Vergleich zur Kontrollgruppe, 
ein Viabilitatsverlust kann jedoch noch nicht nachgewiesen 
werden. Im Zeitintervall von 48h bis 72h verdoppelt sich die 
Zellzahl in Kultur von Saos-2 und NIH 3T3 Zellen, wobei nach 
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72h Kultivierung 17% adharenter Saos-2 und NIH 3T3 Zellen eine 
letale Schadigung aufweisen, welche innerhalb der Kontrolx- 
gruppe nicht nachgewiesen wurde. 

Die von uns durchgef uhrten Versuche zeigen, daB vital- Zellen 
in einen, Unrersuchungszeitraum bis zu 72h nach HDB bisher un- 
bekannten, hohen hydrostatischen Drucken standhalten konnen. 
Die Druckbereiche, die eir.e letale Schadigung der untersuchten 
Zelllinien verursachen, sind zum einen abhangig von der Hohe 
des applizierten Drucks und weisen zum anderen auch zellspezi- 
fische Unterschiede auf. 

Durch diese Versuche zeigte sich uberdies, daft die HDB als Me- 
thode zur Abtotung von Mikroorganismen in vitalem Gewebe eine 
Moglichkeit darstellt, als therapeutisches Verfahren zur An- 
wendung zu gelangen. Es 1st sinnvoll, als weitere physikali- 
sche Grc-Be hohere, bzw. niedrigere Temperaturen wahrend der 
HDB zu verwenden, da Bakterien bei Temperaturen hoher als 35'C 
und bei Temperaturen nahe dem Gefrierpunkt wesentlich sensib- 
ler gegen hohe Drucke reagieren. Auch die Anwedung langerer 
Druckplateaus sowie schnellerer Druckaufbau- und Druckabbaura- 
ten sind weitere Moglichkeiten, einen Bereich zu finden, der 
eine selektive Schadigung von Mikroorganismen zulfilit. 

Versuche zu mechanischen Eigenschaf ten von Knochengewebe nach 
Hochdruckbehandlung 

in weiteren exemplarischen Untersuchungen wurden Knochenzylin- 
der «it einer diamant-beschichteten Spezialfrase aus paangen 
hunanen oberschenkelknochen, d.h. aus Schenkelhals (entlang 
Langsachse) und distaler Epiphyse (quer) entnornmen. Die Grolie 
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der Zylinder betrug 7,5 mm Durchmesser und 15 mm Lange. Die 
mechanische Prufung erfolgte in einer Universal-Prufmaschine 
mit soeziell konstruierten Halterungen in Form eines Druckver- 
suches mit je 20 Proben unbehandelter, mit 150 MPa hochdruck- 
behandelter sowie mit 225 MPa hochdruck-behandelter Knochenzy- 
linder jeweils im Seitenvergleich. Die Druckbehandlung wurde 
unter den obengen. Bedingungen durchgef uhrt . Traversen- 
Geschwindigkeit: 0,1 m/s. Es ergab sich uberraschenderweise 
mit 150 MPa Druckbehandlung keine signif ikante Reduktion und 
mit 225 MPa Druckbehandlung nur eine geringe Minderung der 
Bruchlast von 15 %. 

Diese versuche zeigen, daft Knochen bzw. Knochenteile die bei 
dem erfindungsgemaften Verfahren eingesetzten Drucke 
Cberstehen, ohne daft eine wesentliche Verschlechterung der 
mechanischen Eigenschaf ten auftritt. Demgemaft kcnnen die 
erfindungsgemaft behandelten Knochen nach dem erfindungsgemaften 
Druckbehandlungsverfahren als Transplantate verwendet werden. 
Bei Anwendung von Drucken uber 225 MPa konnen die mechanischen 
Eigenschaf ten von Knochen verandert werden. 
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Druckbehandlungsverfahren von Zellen 
Anspruche 



1. Verfahren zur Veranderung der Replikationsf ahigkeit und/oder 

der Proteinstruktur von menschlichen oder tierischen Zellen 
und/oder menschlichem oder tierischem Gewebe und/oder von in 
oder mit den Zellen und/oder dem Gewebe vorliegenden Mikro- 
organismen oder Prionen, 
dadurch gekennzeichnet , daft 

die Zellen und/oder das Gewebe und/oder die in oder mit die- 
sen Zellen vorliegenden Mikroorganismen Drucken von tiber 100 
MPa in einem bei diesen Drucken flussigen Medium ausgesetzt 
werden. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, daft 

die Zellen in Form von Zellverbanden vorliegen. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, daft 

als Zellverbande Gewebe eingesetzt werden. 

4. Verfahren nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, daft 

das Gewebe nur zu einem geringen Teil aus Zellen besteht. 

5. Verfahren nach einem oder mehreren der vorhergehenden An- 
spriiche, 

dadurch gekennzeichnet, daft 
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als Gewebe Knochen, Knorpel, Sehnen, Bander, GefaBe, oder 
andere Gewebe oder Organe eingesetzt werden. 

6. Verfahren nach einem oder mehreren der vorhergehenden An- 
spruche, 

dadurch gekennzeichnet, daft 

die ZellverbSnde Tumorzellen und/oder Mikroorganismen 
und/oder Prionen enthalten. 

7. Verfahren nach einem oder mehreren der vorhergehenden An- 
spruche, 

dadurch gekennzeichnet, daft 

die Zelien mit Mikroorganismen, die Bakterien, Viren, Pilze 
und/oder Protozoen sind, und/oder mit Prionen kontaminiert 
sind. 

8-Verfahren nach einem oder mehreren der vorhergehenden An- 
spruche, 

dadurch gekennzeichnet, daft 

als Gewebe zu transplantierendes Gewebe eingesetzt wird. 

9. Verfahren nach einem oder mehreren der vorhergehenden An- 
spruche, 

dadurch gekennzeichnet, daft 

das zu transplant ierende Gewebe nach der Druckbehandlung 
weitgehend ohne Zellen voriieg.t. 

10. Verfahren nach einem oder mehreren der vorhergehenden An- 
spruche, 

dadurch gekennzeichnet, daft 

Drucke im 3ereich von 100 - 1000 MPa, bevorzugt bis 800, 
600, 500, 300, 250, 200 oder 150 MPa eingesetzt werden. 
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U. Verfahren nach einem oder mehreren der vorhergehenden An- 
spruche, 

dadurch gekennzeichnet , daft 

Drucke im Bereich von 100 - 225, bis 175 oder bis 150 MPa 
eingesetzt werden. 

12. Verfahren nach einem oder mehreren der vorhergehenden An- 
spruche, 

dadurch gekennzeichnet, daft 

zur Hemmung der Replications. ahigkeit der Zellen und/oder 
der Mikroorganismen Drucke ab 200, bevorzugt ab 225 Mpa ein- 
gesetzt werden. 

13. Verfahren nach Anspruchen 1 bis 11, 
dadurch gekennzeichnet, daft 

mehrfache oder variable Druckbehandlungen mit DrUcken unter 
200 MPa, bevorzugt 150 MPa, eingesetzt werden. 



14. 



Verfahren nach einem oder mehreren der vorhergehenden An- 
spruche, 

dadurch gekennzeichnet, dali 

bei der Druckbehandlung von Knochen Drucke eingesetzt wer- 
den, die 50 - 100 M?a uber den bei Weichteilgewebe, z.B. 
Sehnen, eingesetzten Drucken liegen. 

15. Verfahren nach einem oder mehreren der vorhergehenden An- 
spruche, 

dadurch gekennzeichnet, daU 

der Druck so gewahlt wird, dali die immunogenen Oberflachen- 
bereiche der Zellen des Gewebes verandert werden, die Repli- 
kationsfahigkeit der Zellen jedoch weitgehend erhalten 
bleibt . 
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Verfahren nach einem oder mehreren der vorhergehenden An- 
spriiche, 

dadurch gekennzeichnet , daB 

der Druck so gewahlt wird, daft selektiv insbesondere die 
Tumorzellen, entzundetes Gewebe und/oder die in oder mit den 
druckbehandelten Zellen vorliegenden Mikroorganismen in 
ihrer Replikationsf ahigkeit inhibiert oder abgetotet werden 
und/oder ihre Proteinstruktur verandert wird oder das patho- 
gene Potential von Prionen zumindest verringert wird. 

Verfahren nach einem oder mehreren der vorhergehenden An- 
sprtiche, 

dadurch gekennzeichnet , daft 

die Zellen des Knochen-, Sehnen- und/oder Gefaftgewebes von 
Transplantaten solchen Drucken ausgesetzt werden, die ihre 
Replikationsfahigkeit im wesentlichen inhibieren oder sie 
abtoten. 

Verfahren nach einem oder mehreren der vorhergehenden An- 
spruche, 

dadurch gekennzeichnet, dafi 

die Drucke fur einen Zeitraum von einer • Sekunde bis zu meh- 
reren Stunden auf rechterhalten werden. 

I. Verfahren nach einem oder mehreren der vorhergehenden An- 
spruche, 

dadurch gekennzeichnet, daft 

die Druckbehandlung 5 bis 60, bevorzugt 5 bis 30 oder 5 . bis 
10 Sekunden, weiterhin bis zu 3, bevorzugt bis zu 2 oder bis 
zu einer Stunde, weiterhin bis zu 60, bevorzugt bis zu 40 
oder 30 oder 10 oder funf Minuten auf rechterhalten bleibt, 
je in Abhangigkeit von den zu behandelnden Zellen oder Zell- 
verbanden oder Mikroorganismen. 
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20. Verfahren nach einem oder mehreren der vorhergehenden An- 
spruche, 

dadurch gekennzeichnet , daft 

die Druckbehandlung mehrmals, bevorzugt 1 bis 10 mal wieder- 
holt wird. 

21. Verfahren nach einem oder mehreren der vorhergehenden An- 
spriiche, 

dadurch gekennzeichnet, daft 

die Druckbehandlung zumindest eine Druckaufbau-, Druckhalte- 
und Druckabbauphase aufweist, die mehrfach wiederholt werden 
kann. 

22. Verfahren nach einem oder mehreren der vorhergehenden An- 
spriiche, 

dadurch gekennzeichnet , daft 

die Temperatur wahrend der Druckbehandlung -4 5 bis +150 °C, 
bevorzugt +20 bis 40 °C oder +32 bis 40 °C oder +36 bis 38 
°C betragt. 

23. Verfahren nach einem oder mehreren der vorhergehenden An- 
spriiche, 

dadurch gekennzeichnet, daft 

die zu behandelnden Zellen von zumindest einer f lussigkeits- 
dichten HQlle umgeben sind und die Flussigkeit aufterhalb der 
Halle vorliegt. 

24. Verfahren nach einem oder mehreren der vorhergehenden An- 
spruche, 

dadurch gekennzeichnet, daft 

als Flussigkeit ein Gemisch aus einem viskosen Mittel, be- 
vorzugt Glykol, und Wasser, oder Ether und Kerosin oder ein 
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bei den eingesetzten DrUcken fliissiges Gas oder Gasgemisch 
eingesetzt wird. 

25. Verwendung von durch ein Verfahren nach einem oder mehre- 
ren der vorhergehenden Anspriiche behandelten Zellen in der 
Transplantationsmedizin, zur Herstellung von Gewebeprapara- 
ten und als diagnost isches Mittel. 

26. Verwendung nach Anspruch 25, 
dadurch gekennzeichnet , daft 

die behandelten Zellen Knochen, GefaGe und/oder Sehnen 
sind. 
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